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® Anordnung zur optischen Abtastung eines Objekts 

@ Eine Anordnung zur optischen Abtastung eines Ob- 
jekts, insbesondere in der vorzugsweisen konfokalen La- 
serscan-Mikroskopie, wobei im BeleuchtungsVDetekti- 
onssirahlengang (1, 2) eine Linse Oder ein Objektiv (3) 
und mindestens ein Scanspiegel (4) angeordnet sind, ist 
zur Abtastung von die ObjektfeldgrofSe der Mikroskopop- 
tik Oberschreitende Objektfelder mit einer hinreichend 
schnellen Datenaufnahme und unter Verwendung einfa- 
cher optischer Komponenten dadurch gekennzeichnet, 
dass der Spiegel (4) mit einer zur Abtastflache des Objekts 
zumindest wettgehend orthogonalen Drehachse (5) dreht 
bzw. schwenkt. 
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Die Erfindung betriftt einc Anordnung zuroptischen Ab- 
tastung eines Objekts. insbesondcrc in dcr vorzugsweisc 
konfokalen Laserscan-Mikroskopie, wobei irn Bclcuch- 5 
tungs-/DetekuonsstrahIengang eine Linse odcr ein Objcktiv 
und mindestens ein Scanspiegel angeordnei sind. 

Anordnungcn dor gattungsbildendcn Art werden insbe- 
sondere zur Dctcktion von " Micro- Array- Biochips" (MAB) 
eingesetzt. MAB finden in dcr medizinischen Diagnostik 10 
Verwendung, wo eine groBe Anzahl von MAB in kurzer Zeit 
zu untersuchen und auszuwerten sind. Als MAB konnen 
Objekttrager verwendet werden, bei dencn eine groBe An- 
zahl von spezifischen Nachweisregionen (Spots) vorzugs- 
weise gittertormig aufgebracht sind. Diese Nachweisrcgio- 15 
nen haben mcist einen Durchmesser von etwa 50 bis lOCfutn 
und sind hinsichtlich ihrer Fluoreszenzcigenschaften zu un- 
tersuchen. Die Spots sind auf einem Objekttrager auf eine ra 
Objektfeld von bis zu 22 x 60 mm verteilt. 

Mil cincm herkbmmlichen konfokalcn Lascrscaninikro- :o 
skop (CLSM) konnen jedoch Objcktc. die auf so groGen Ob- 
jektfcldcrn verteilt sind nicht aufcinmaJ abgebildet werden, 
da die Objektfelder dcr fur solche Anwcndungcn in Fraue 
kommenden Mikroskopobjektive hierfiir zu klein sind. Eine 
Verwendung groBcrer Objektive bzw. Linsen bei bewegtem 25 
Strahl relativ zu den Linsen fiihrt zu Bildunebenheiten und 
Intensitatsschwankungcn. Hicrbei werden die Bilduneben- 
heiten durch Rest- bzw. Abbildungsfchler der verwendeten 
Linsen und intensitiitsschwankungen durch panielle Vcr- 
schmutzung der optischen Komponentcn im Strahlengang 30 
hcrvorgcrufen. 

Weiterhin ist der Beleuchtungsstrahiengang derCLSM's 
derart konfiguriert, dass der beugungsbegrenztc Scanstrahl 
in der Objektebene im Allgemeinen einen Durchmesser im 
Bereich von 1-2 urn aufweist. Die Objekte werden hier- 35 
durch mil ciner fiir diesc Anwendungcn unnotigen und vicl 
zu hohen Ortsauflosung abgetastet, Auch ist im Laborbe- 
trieb ein holier Durchsaiz von zu untersuchenden Objekttra- 
gern gefordert, was" mit den bislang bekannten CLSM's nicht 
crrcichi werden kann. 40 

Aus der DE 26 40 282 A 1 ist fiir sich gesehen cine An- 
ordnung zur optischen Abtastung eines Objekts bckannt, bei 
der ein Scanspiegel um zwei Achsen drehbar gelagert ist, 
wobei cine dcr beiden Drchachsen mit dcr optischen Achsc 
des einfallenden Lichtstrahls zusammcnfallt. 45 

Der vorliegcndcn Erfindung liegt daher die Aufgabe zu- 
grunde, eine Anordnung zur optischen Abtastung von Ob- 
jekten anzugeben. mit der ein Objektfeld abtastbar ist, das 
die ObjektfeldgrbBe derMikroskopoptik iibcrschreitet. Dar- 
uber hinaus soil mit der Anordnung eine hinreichend 50 
schnellc Datenaufnahme unter Verwendung einfacher opti- 
scher Komponenten moglich sein. 

Die voranstehende Aufgabe wird durch die Merkmale des 
Patentanspruches 1 geldst. Danach ist eine Anordnung zur 
optischen Abtastung eines Objekts, insbesondere in der vor- 55 
zugsweise konfokalen Laserscan-Mikroskopie, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Spiegel mit einer zur Abtastflache 
des Objekts zumindest weitgehend orthogonalen Drehachse 
dreht bzw. schwenkt. 

ErfindungsgemaB ist zunachst erkannt worden, dass 60 
MAB bzw. Objekttrager der herkommlichen GroBe rnit ei- 
ner relativ schwach vergroBeraden Optik einfach und 
schnell mit Hilfe einer Scaneinrichtung abtastbar sind. Hier- 
bei beinhaltet die Scanvorrichtung die drehbar angeordneten 
optischen Komponenten. mindestens jedoch einen im Be- 65 
leuchtungsTDetektionsstrahlengang angeordneten Scan- 
spiegel. Der Spiegel ist derart im Beleuchtungs-/Detektions- 
strahlengang angeordnet, dass ein Objekt durch Drchen 



bzw. Schwenken um eine zur Abtastflache des Objekts zu- 
mindest weitgehend orthogonale Drehachse abgetastet wer- 
den kann. Durch die erfindungsgcmaBe Ausrichtung der 
Drehachse des Spicgels wird gewahrlcistct, dass mit dcr 
Scanvorrichtung eine ebene Abtastflache des Objekts abtast- 
bar ist. 

In einer konkreten Ausfuhrungsform falh die Drehachse 
des Spicgels zumindest weitgehend mit der optischen Achse 
der Linse oder des Objektivs zusammen. Hierdurch kann in 
vorteilhafter Weise ein kleiner Scanspiegel eingesetzt wer- 
den, da der auf den Scanspiegel auftreffende Lichtstrahl - 
unabhangig von dcr momcntanen Drehstellung des Scan- 
spiegcls - immer auf den gleichen zentralen Einfallspunkt 
auftrifft. Ein kleiner Scanspiegel weist auBerdem cine gerin- 
gere Masse auf, was einc hohe Scanfrequenz ermoglicht. 
Durch die besondere Anordnung der Drehachse des Spie- 
gels und dcr optischen Achse konnen insbesondere Ver- 
zeichnungs- bzw. Verzerrungsartefakte mininiiert werden, 
was einen zusatzlichen Vorteil dcr erlindungsgenuBen An- 
ordnung darstcllt. In ciner ahernativen Anordnung ist die 
Drehachse des Spiegels zumindest weitestgehend parallel zu 
der optischen Achse dcr Linse odcr des Objektivs. 

In ciner wcitcrcn Ausfuhrungsform ist im Beieuchtungs- 
strahlengang der Linse oder dem Objektiv dcr Spiegel nach- 
geordnct. Hierbei ist lediglich der Spiegel drehbar bzw. 
schwenkbar angeordnet; die Linse oder das Objektiv ist 
onsfest angeordnet. Der Arbeitsabstand der Linse odcr des 
Objektivs muss derart gewahlt werden, dass eine Bcleuch- 
tung bzw. Abbildung des Objekts nach einer Reflexion an 
dem Spiegel moglich ist. Fails der Arbeitsabstand der Linse 
bzw. des Objektivs vorgegeben ist, muss der drehbar bzw. 
schwenkbare Spiegel cntsprechend angeordnet sein. 

In einer alternativen Ausfuhrungsform sind im Beleuch- 
tungsstrahiengang der Linse oder dem Objektiv mindestens 
zwei Spiegel nachgeordnet. Diese beiden Spiegel sind in ei- 
ner Haitcrung aufgenommcn und gemeinsam - durch Dre- 
hung der Halterung - drehbar bzw. schwenkbar. 

Auch kann den beiden Spiegeln die Linse odcr das Objek- 
tiv nachgeordnet sein. Weiterhin ist es moglich. die Linse 
odcr das Objektiv zwischen den beiden Spiegeln anzuord- 
nen. In beiden Fallen sind die Spiegel und die Linse oder das 
Objektiv in einer gemeinsamen Halterung aufgenommcn 
und durch Drehung dieser Halterung gemeinsam drehbar 
bzw. schwenkbar. 

Die Halterung dreht bzw. schwenkt um eine Drehachse, 
die zur Abtastflache des Objekts zumindest weitgehend or- 
thogonal ist. Hierdurch wird gewahrleistet, dass mit der von 
der Halterung aufgenommencn Scanningeinheit eine ebene 
Abtastflache des Objekts abtastbar ist. Zur konkreten Reali- 
sierung einer solchen Anordnung wird es im Allgemeinen 
erforderlich sein, dass die Drehachse der Halterung derart 
angeordnet ist, dass sic zumindest weitgehend parallel zur 
optischen Achse des Abbildungsstrahlengangs vor der Hal- 
terung ist. Gegebenenfalis ist die Position der Drehachse der 
Halterung an die von der Halterung aufgenommenen Spie- 
gel bzw. Linse oder Objektiv anzupassen. Um eine mog- 
lichst hohe Dreh- bzw. Schwenkfrequenz der Halterung zu 
erzielen, ist die Halterung moglichst massearm aus Material 
geringerDichte angefertigt. 

Die beiden im Strahlengang angeordneten Scanspiegel 
konnten parallel zueinander angeordnet sein. In diese m Fall 
weist der von den beiden Spiegeln reflektierte Lichtstrahl 
gegenuber dem auf die beiden Spiegel zulaufende Licht- 
strahl einen lateralen bzw. seitlichen Versatz auf. In einer al- 
ternativen Ausfuhrungsform sind die beiden Spiegel nicht 
parallel zueinander angeordnet, daher ist die optische Achse 
des von den beiden Spiegeln reflektierten Lichtstrahls nicht 
mchr parallel zu dcr optischen Achse des Lichtstrahls, dcr 
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auf den bcidcn Spiegel zulauft. Dennoch hat der von den 
beidcn Spiegeln rcflcktierte Lichtstrahl im ailgemetnen ci- 
ncn lalcralen bzw. seillichen Vcrsatz zu dcm urspriinglich 
auf die beiden Spiegel zulaufenden Lichtstrahl. Durch die 
Anordnung der Spiegel ist die Scan-Geometrie festgelcgt S 
sowic die Position des Objekttragers weitgehend vorgegc- 
ben. 

In einer wciteren Ausfiihrungsform weist die optische 
Achse des Beleuchtungsstrahlengangs vor der Scanningein- 
heit einen Winkel zur Drehachsc der Scanningeinheil auf, 10 
der von 0 Grad verschieden ist. Hierbei konnte die Scan- 
ningeinheit einen Spiegel, zwei Spiegel, zwei Spiegel und 
einc Linse oder ein Objektiv aufweisen. Durch die Strahl- 
fuhrung der Scanningeinheit kann der durch die Scanning- 
einheit abgelenkte Lichtstrahl einen Einfallswinkel zur Ab- 15 
tastfiache des Objekts aufweisen, der von 0 Grad verschie- 
den ist. 

Vorzugsweise durch entsprechende Anordnung mindc- 
stens eines Spiegcls kann der Einfallswinkel zwischen der 
opiischcn Aclibe des Stralilcngungs und der Abta^ulachc vies :» 
Objekts derail eingestellt werden, dass cr von 0 Grad ver- 
schieden ist. Hierdurch ist es in vorteilhafter Weise moglich, 
den Haupt-Ruckrcllex des Anrcgungslichis. der vom Uber- 
gang Objckttrager-Lufl hcrruhrt zu untcrdriicken bzw. aus 
dem Anrcgungs- und Detektionssirahlengang auszublenden. 25 
Dies ist insbesonderc deshalb von grolkr Bcdeutung, da nun 
ein (Bandpass)-SperrnTter geringcrcr Starke eingesctzt wer- 
den kann, der die Lcistung des zu detcktierenden Fluorcs- 
zcnzlichts nur unwesentiich herabsctzt. Die Ausblcndung 
des Haupt-Ruckreflexcs ist insbesonderc dann vorteilhaft. 30 
wenn zur Beleuchtung Laser eingesctzt werden. denn das 
zum Laser zuriicklaufcndc Anregungslicht ston im Allge- 
meinen dessen stirnulierte Emission, was zu unerwiinschten 
rntensitatsschwankungen des Laserlichts fuhrcn kann. Wei- 
terhin kdnnen Retlexionen an Objekttragerkanten vermie- 35 
den werden, die zu storenden Interfcrcnzen im Objeklbc- 
reich und damit ebenfalls zu Artefaktcn bet der Bildauf- 
nahme ftihrcn wurden. 

Der Winkel zwischen der optischen Achse des Strahlcn- 
gangs vor der Scanningeinheit und der Drehachsc der Scan- M 
ningeinheit oder der Einfallswinkel zwischen der optischen 
Achse des Strahlengangs und der Abtastfliiche des Objekts 
ist groBcr als 0 Grad und kleincr als 20 Grad. In vorteilhafier 
Weise kann zur Minimierung des Haupt-Ruckrcficxes des 
Anrcgungslichts der Winkel derart gcwiihlt werden, dass er 45 
dem Brewester- Winkel des Obergangs Objekttrager-Luft 
cntspricht, da dann die Intensitat des rcflektierten Licht- 
strahls nahezu 0 ist. Hierzu muss allerdings der einfallende 
Lichtstrahl linear polarisiert scin, was durch die Verwen- 
dung von Laserlichtqucllen im Allgemeinen gegeben ist. so 

Der/die Objekttrager werden mil Hilfe einer Transport- 
vorrichtung endang einer Richtung bewegt. Hierdurch wird 
der Objekttrager wahrend der Abtastung der Scanningein- 
heit endang dieser Richtung abgetastet. Die Transportvor- 
richtung weist eine axiale Positionierungsgenauigkeit des 5S 
Objekttragers von kleiner gleich 10 urn auf. Hierdurch kann 
in vorteilhafter Weise auf eine Autofokussierung der Ob- 
jekte bzw. des Objekttragers verzichtet werden. vorausge- 
setzt, dass die verwendete Opuk einen entsprechend groBen 
Ttefenscharfenbcrcich aufweist. GO 

In einer konkreten Ausfiihrungsform dienen mehrere 
Lichtstrahien zur Beleuchtung der Objekte. Diese konnten 
durch eine der Lichtquelle nachgeordnete Anordnung, be- 
stehend aus Spiegel und teildurchlassigen Glasplatten. er- 
zeugt werden. so dass zur weitcren Beschleunigung des Ab- 65 
tastvorgangs ein Objekttrager gleichzeitig mil mehreren 
Lichtstrahien beleuchtet wird. Diese Lichtstrahien konnten 
sowohl einen lateralen Versatz zueinander als auch einen 



untcrschiedlichen Einfallswinkel zur Abtastflache des Ob- 
jekts aufweisen. In gleicher Weise dienen mehrere Licht- 
strahien zur Detcktion. Wciterhin ist es denkbar, dass als 
Lichtquelle mehrere Laser gleichzeitig eingesctzt werden. 
Der/die Laser konnten ihrerseits auch jeweils verschicdene 
Wellenlangcn emittiercn. Zur Detcktion konnten mehrere 
Detektorcn gleichzeitig verwendet werden, so dass im Ideal- 
fall jedem der vcrwcndctcn Beleuchtungsstrahlen bzw. Dc- 
tektionsstrahlen genau ein Detektor zugcordnet ist. 

In weiter vorteilhafter Weise wird zur Beleuchtung der zu 
scannenden Objekre nur ein Teil der Objektivapertur gc- 
nutzt. Der so von dem Objektiv bzw. Linse fokussiertc Be- 
leuchtungsstrahl weist aufgrund fundamentaler optischer 
Zusammenhange einen groBeren Tiefenscharfenbereich auf, 
vergiichen zu einem Beleuchtungsstrahl. der die gesamte 
Objektivapertur nutzt. Das wirkt sich vorteilhaft auf die 
xxiale Positionierungsgenauigkcit der Transportvorrichtung 
aus, da diese mil dem Tiefenscharfenbereich der verwende- 
tcn Optik direkt zusammenhangt. Quer zur optischen Achse 
ist dann jedoch kerne bcugungsbegren/.te Fokussiemng ge- 
geben; sic ist fiir die hier in Rede stehende Anwendung im 
Allgemeinen auch nicht notwendig. Die tetlweise Ausnut- 
zung der Beleuchtungs-Objcktivapertur realisiert hinsicht- 
lich des Detektionsstrahlengangs eine Art "Dunkelfeldbe- 
lcuchtung", so dass der Einfallswinkel zwischen der opti- 
schen Achse des Beleuchtungsstrahlengangs und der Ab- 
lastflaehe des Objekts von OGrad verschieden ist. Auch 
hierdurch werden unerwunschte Haupt-Ruckrcflexe und In- 
terfcrenzerschcinungen minimiert. 

Zur Dunkelfeldbelcuchtung wird das Anregungslicht 
uber einen Spiegel in den Strahlengang eingckoppclt. Dieser 
Spiegel kann entsprechend der zur Beleuchtung vorgeschen 
Apcrtur relativ klein ausgestaltct scin, im Aligcmeincn be- 
tragen die AusmaBe dieses Spiegels nur ein Bruchteil der 
Apertur der Linse bzw. des Objektivs. 

In einer konkreten Ausfiihrungsform wird der Hauptre- 
flex des Anrcgungslichts iiber einen Spiegel zu einem Fo- 
kuspositionsdetektor geleitct. Dieser Spiegel kann ebenfalls 
kleine AusmaBe aufweisen, wenn der aus dem Hauptrcflex 
rcsultiercnde Durchmesscr des Lichtstrahls einen entspre- 
chend klcinen Querschnitt aufweist. Durch das Einbringcn 
des Ein- bzw. des Auskoppelspiegels reduziert sich die De- 
tcktionsapertur nur urn einen Bruchteil der insgesamt nutz- 
barcn Apcrtur des Objektivs bzw. der Linse. Der Fokusposi- 
tionsdetektor konnte aus einer zwei- oder viergetcilten Pho- 
todiode bestehen. so dass mit Hilfe der Daten des Fokuspo- 
sitionsdetektors eine Auto-Fokussierung des Objekttragers 
durchfuhrbar ist. Wenn der Tiefenscharfenbereich bezuglich 
der Beleuchtung/Detektion kleiner als die Posidonierungs- 
genauigkeit der Transportvorrichtung ist, ist zur Abtastung 
des Objekts eine Auto-Fokussierung des Objekttragers wah- 
rend der Datenaufnahme notwendig. Hierdurch ware sicher- 
gestellt, dass die abzutastenden, auf dem Objekttrager be- 
findlichen Objekte wahrend der Datenaufnahme stets im 
Tiefenscharfenbereich des Anregungs- bzw. Detektions- 
strahlengangs liegen, und auch tatsachiich detekuert wer- 
den. Eine Auto-Fokussierung konnte entweder durch eine 
axiale Posidonierung des Objektivs bzw. der Linse oder 
durch eine axiale Positionierung des Objekttragers, bei- 
spielsweise uber die Transportvorrichtung, realisiert wer- 
den. 

In Abhangigkeit von dem Durchmesser der zu detekrie- 
renden Objekte werden die im Strahlengang verwendeten 
opdschen Komponenten derart zusammengestellt, dass der 
Beieuchtungsdurchmesser des Laserstrahls bzw. der Lascr- 
strahlen in der Objektebene einen Durchmesser aufweist, 
der grbBer als 1 urn und kleiner als 300 \im ist. Durch geeig- 
nete Wahl des Beleuchtungsdurchmessers in der Objckt- 
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ebene Icann mil einer fir die Idenu'fizierung und Quantifizie- 
rung dcr Objckte opiimalen Ortsaufldsung abgetastet wer- 
den. Abhiingig vom Alhstand bcnachbaner Spots und deren 
Durchracsscr kann ein Bclcuchtungsdurchmcsscr in der Ob- 
jcktcbenc gewrihlt warden, der das Abtastthcorcm zur De- 
tektion dieser Strukturerfullt. Eine Vcrringerung der Oris- 
auflosung hat eine Vearingerung dcr aufgenommen Daten 
zur Folge, so dass der Aufnahmevorgang hierdurch dartiber 
hinaus in voncilhafter Weise zusatzlich zeitlich verkiirzt 
wcrden kann. 

Es gibt nun vcrschaedenc Moglichkeiien, die Lehrc der 
vorlicgenden Erfindung in vorteilhaftcr Weise auszugestal- 
tcn und weiterzubilden. Dazu ist cinerseits auf die dem Pa- 
tentanspruch 1 nachgeordncten Patentanspruche. andercr- 
scits auf die nachfolgende Erlauterung von Ausfiihrungsbei- 
spielen der Erfindung anhand der Zeichnungcn zu verwei- 
scn. In Verbindung rait der Erlauterung dcr bevorzugten 
Ausfuhrungsbeispiele anhand dcr Zeichnungcn wcrden 
auch im Allgemeinen bevorzugtc Ausgcstaltungen und Wei- 
tcrbildungcn dcr Lchrc erlautert. In den Zeichnungcn zeigt 

Fig. 1 in einer schematischen Darstellung ein erstcs Aus- 
tuhrungsbetspicl einer errindtingsgemiiBen Anordnung zur 
optischen Abtastung eines Objekts, 

Fig. 2 in einer schematischen Darstellung cine Anord- 
nung zur optischen Abtastung eines Objekts, die lediglich 
eincn Scanspiegel aufweist. 

Fig. 3 in einer schematise hen Darstellung eine erfin- 
dungsgcmaBc Anordnung zur optischen Abtastung eines 
Objekts mit einer Halterung der beiden Spiegel, 

Fig. 4 in einer schematischen Darstellung cine Ansicht ei- 
ner crfindungsgemafien Anordnung zur optischen Abtastung 
eines Objekts mil einer Halterung der beiden Spiegel, 

Fig. 5 in einer schematischen Darstellung cine Anord- 
nung zur optischen Abtastung eines Objekts, bei dcr im Be- 
leuchtungsstrahlengang die Linsc bzw. das Objektiv den 
beiden Spicgcln nachgcordncl ist, 

Fig. 6 in einer schematischen Darstellung eine alternative 
Anordnung zur optischen Abtastung eines Objekts. bei der 
die Linsc bzw. das" Objektiv zwischen den beiden Spicgcln 
angcordnet ist. 

Fig. 7 in einer schematischen Darstellung eine alternative 
Anordnung zur optischen Abtastung eines Objekts. bei dcr 
die beiden Spiegel nicht parallel zucinander angeordnct 
sind. 

Fig. 8 ein von einer Anordnung zur optischen Abtastung 
eines Objekts crzeugtes Abtastmustcr, 

Fig. 9 in einer schematischen Darstellung eine Anord- 
nung zur opuschen Abtastung eines Objekts, bei der eine 
Dunkelfeldbeleuchtung realisiert ist, 

Fig. 10 in einer schematischen Darstellung cine Anord- 
nung zur optischen Abtastung eines Objekts. bei der eine 
Dunkelfeldbeleuchtung in Verbindung mit einer Fokusposi- 
uonsdetekuonseinrichtung realisiert ist, 

Fig. 11 in einer schematischen Darstellung den Quer- 
schnitt des Detekuonsstrahlengangs aus Fig. 10. 

Die Fig. 1, 2, 3, 5, 6, 7, 9 und 10 zeigen jeweils eine An- 
ordnung zur optischen Abtastung eines Objekts in der kon- 
fokalen Lasercan-Mikroskopie. Im Beleuchtungs/Detekti- 
onsstrahlengang 1, 2 ist eine Linse oder ein Objektiv 3 und 
mindestens cin Scanspiegel 4 angcordnet. Der Scanspiegel 4 
dreht bzw. schwenkt mit einer zur Abtastfliiche des Objekts 
zumindest weitgehend orthogonalen Drehachse 5. Das Ob- 
jekt befindct sich auf dem Objekttrager 6. Gemati dcr in den 
Fig. 1, 3, 5, 6, 7, 9 und 10 gewahlten Darstellung fallt die 
Drehachse 5 des Spiegels 4 mit der opuschen Achse der 
Linse bzw. des Objektivs von der Spiegelanordnung zusam- 
men. 

In Fig. 2 ist der Linse 3 der Spiegel 4 nachgeordnet, die 



Drehachse 5 des Spiegels 4 ist auch hier orthogonal zur Ab- 
tastfliiche der auf dem Objekttrager 6 befindbchen Objekte. 
Das Licht zur Belcuchtung dcr Objekte kommt von einer in 
Fig. 2 nicht gezeigtcn Lichtquelle und lauft kollimiert cnt- 

5 lang der optischen Achsc 7 zur Linsc 3, die den Deleueh- 
rungsstrahl fokussiert. Der konvergent verlaufende Beleuch- 
lungsstrahl trifft auf den Scanspiegel 4. nach dessen Refle- 
xion trifft das Beleuchtungslicht auf den Ob jekttrager 6. Das 
durch das Beleuchtungslicht angeregte Fluoreszenzlicht 

10 durchlauft den Weg des Beleuchtungsstrahlengangs in um- 
gekehrter Richtung und trifft auf einen in Fig. 2 nicht ge- 
zeigtcn Strahlteiler, dcr das Fluorcszenzlichi zu einem cben- 
falls nicht gczcigten Detektor leitet. 

In den Fig. 1, 3, 7, 9 und 10 sind erfindungsgemaBe Aus- 

15 fuhrungs forme n einer Anordnung zur optischen Abtastung 
cincs Objekts dargestcllt, bei dcr im Beleuchtungsstrahlen- 
gang der Linse oder dem Objektiv 3 mindestens zwei Spie- 
gel 4, 8 nachgeordnet sind. In den Fig. 3 und 4 ist angedeu- 
tct. dass die beiden Spiegel 4, 8 hicrbei in einer gemeinsa- 

20 men Halterung 9 aufgenommen sind. 

In Fig. 5 ist den beiden Spicgcln 4, X die Linse 3 nachge- 
ordnet. in einer alternativen Aus fuhrungs form gemiiB Fig. 6 
ist die Linse 3 zwischen den beiden Spiegeln 4. 8 angcord- 
net. Dcr Spiegel 4, 8 und die Linse 3 aus den Fig. 5 und 6 

25 sind in einer gemeinsamcn Halterung aufgenommen. Wic in 
den Fig. 3 und 4 angedeutet, schwenkt bzw. dreht die Halte- 
rung 9 mit einer zur Abtastflache des Objekts orthogonalen 
Drehachse 5, und fallt mit der optischen Achsc des Abbil- 
dungsstrahlengangs vor der Halterung zusammen. Die Hal- 

30 terung 9 ist aus Material gcringcr Dichtc, namlich Alumi- 
nium in Leichtbauweisc, angefertigt. 

Den Ausfuhrungsformen gcmaB den Fig. 1, 3, 5, 6, 9 und 
10 kann entnommen werden, dass die beiden Spiegel 4, 8 
parallel zueinander angcordnet sind. Der orthogonal zur Ab- 

35 lastflachc des Objekts verlaufende Beleuchtungsstrahlen- 
gang mit der optischen Achsc 7 trifft in dicscn Ausfuhrungs- 
formen nach Durchlaufen der aus den beiden Spiegeln 4, 8 
bestehenden Scanningeinhcit orthogonal auf die Abtastflii- 
che der Objekte auf. 

40 In dcr Ausfuhrungsform gemaB Fig. 7 sind die beiden 
Spiegel 4, 8 nicht parallel zucinander angcordnet Der zu- 
nachst orthogonal zur Abtastflache des Objekts verlaufende 
Belcuchtungsstrahlengang mit der opuschen Achse 7 wird 
nach Durchlaufen der Linsc und der aus den Spiegeln 4, 8 

45 bestehenden Scanningeinhcit dcrart abgelenkt, dass die opti- 
sche Achse des nunmehr abgelenkten Beleuchtungsstrah- 
lengangs nicht mehr orthogonal, sondern unter dem Winkel 
a, zur Flachennormale auf die Abtastflache des Objekts auf- 
trifft. 

50 Der Ausfuhrungsform gemaS Fig. 2 kann entnommen 
wcrden, dass im Beleuchtungsstrahlengang die opiische 
Achse des Strahlengangs vor der aus dem Spiegel 4 beste- 
henden Scanningeinhcit einen Winkel zur Drehachse S der 
Scanningeinheit aufweist. der von 0 Grad verschieden ist. 

55 Auch hierdurch ist es moglich, dass der abgelenkte Beleuch- 
tungsstrahl nicht orthogonal auf die Abtastflache des Ob- 
jekts auftrifft. In dieser Ausfuhrungsform entspricht der Ein- 
fallswinkel zwischen der optischen Achse des Beleuch- 
tungsstrahls nach der Ablenkung durch den Scanspiegel 4 

Hierdurch wird der Haupt-Riickreflex des Anregungslichts 
aus dem Anregungs- bzw. Detektionsstrahlengang mini- 

aiicrt. 

Der Objekttrager 6 wird von einer - in den Figuren nicht 
65 gezeigten - Transportvorrichtung endang einer Richtung 11 
bewegt. Durch den Scanvorgang der Scanningeinheit und 
der Bewegung des Objekttragers entlang einer Richtung 
wird das in Fig. 8 dargestcllte Abtastmuster 10 erzeugt, das 
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siimtlichc relevanten Berciche des Objekttragers abtastct. 
Die Transportvorrichtung weist einc axialc Positionicrungs- 
gcnauigkcit hinsichtlich dcr Fokusposiuon dcs Beleuch- 
tungs- bzw. Dctcktionsstrahlcngangs von 5 um auf. 

In dcr Austuhrungsform aus Fig. 9 ertblgt die Beleuch- 5 
tung dcr auf dcm Objcktiriigcr beftndlichen Objcktc mit 
zwei Lichistrahlon, namlich mit dcm Beleuch tungsstrahl 1 
und 2. Als Lichtquclle fur den Beleuchtungsstrahl I dicnt 
ein - in Fig. 9 nicht gezeigter - Argon-Krypton Laser, dor 
Licht der Wellcniiingen 488 nni und 568 nm emitticrt. Die 10 
Lichtquclle des Beleuchtungsstrahis 2 ist ein in Fig. 9 eben- 
talls nicht gezeigter Helium-Neon Laser, der Licht dcr Wei- 
lenlange 633 nm emittiert. Die Fiuoreszenzemission, die 
durch Beleuchtungslicht der drei untcrschiedlichen Wellen- 
langen angeregt wird, wird mit drci in Fig. 9 ebenfalls nicht 15 
gezcigten Detektoren simuitan detcktiert. 

Den Fig. 9 und 10 ist entnehmbar, dass zur Belcuchtung 
der zu scannenden Objcktc nur ein Teil der Objektivapertur 
genutzt wird. Dcr kollimiertc Beleuchtungsstrahl 1. dcr vcr- 
guchcti /uin ijucrschnilt des Dctckli»>nsMraiilengangN - ei- iu 
nen geringeren Querschnitt aurweist, wird uber einen Ein« 
koppelspiegel 12 eingekoppelt. In den Ausfiihningsformcn 
gemaG den Fig. 9 und 10 wird zurDetektion mit dem Detck- 
tionsstrahlengang 2 nahczu die gesamte Apertur des Objek- 
tivs 3 ausgenutzt; der Beleuchtunsstrahlengang 1 weist cine 25 
wesentlich kleinerc Apertur auf. 

In Fig. 10 ist dargestellt, dass der Hauptreflex dcs Anre- 
gungslichts 1 iiber cinen Auskoppelspiegel 13 zu eincm Fo- 
kuspositionsdetektor 14, 15 geleitet wird. Einkoppclspiegel 
12 und Auskoppelspiegel 13 sind im Dctcktionsstrahlen- 30 
gang 2 posilionicrt und reduzieren daher die insgcsaim ver- 
fiigbarc Detektionsapertur des Objcktivs 3 nur gcringlugig. 
In Fig. 1 1 ist die Querschnittsflache des Dctcktionsstrahlcn- 
gangs 2 sowie die Querschnittsflache der Ein- bzw. Auskop- 
pelspiegel 12, 13 dargestellt. Die gesamte Detektionsapertur 35 
ist aufgrund der Anordnung der beiden Spiegel 12, 13 im 
Detcktionsstrahlengang lediglich urn etwa 8% rcduziert, 
was sich kaum auswirkt. 

Der Hauptreflex des Anregungslichts 1 trifft auf den Fo- 
kuspositionsdetektor 14, 15, der aus eincr zwcigcteilten 40 
Photodiode bestcht. Abhangig von dcr Fokusposition des 
Objekttragers 11 ist der eine oder dcr andere Teil des Fokus- 
positionsdektors 14, 15 vermehrt mit Licht beautschlagt. 
Die Daten dcs Fokuspositionsdektors 14, 15 werden der 
Steuereinheit dcs Laserscanraikroskops zugeruhrt, die eine 45 
Autofokussicrung des Objekttragers durchfuhrt. Die Auto- 
fokussicrung wird uber Stellelemente der Transportvorrich- 
tung realisiert, die ihrerseits Positionsgeber aufweisen, die 
mit der Steuereinheit des Laserscanmikroskops verbunden 
sind, in der die Soli- mit der Ist-Position der Stellelemente 50 
verg lichen wird. 

Der Beleuchtungsdurchmesser dcs Laserstrahls in der 
Objektebene weist einen Durchmesser von'50 um'auf. Hicr- 
mit konnen die Markierungsregionen. die einen Durchmes- 
ser von ca. 120 urn aurweisen, eindeutig idenufiziert und lo- 55 
kalisiert und hinsichtlich ihrer Fluoreszcnze mission rait ei- 
ner hinreichenden Genauigkeit quanufiziert werden. 

AbschlieBcnd sei ganz besonders darauf hingewiesen, 
dass die voranstehend erorterten AusfUhrungsbeispiele le- 
diglich zur Beschreibung der beanspruchtcn Lehre dienen, 60 
diese jedoch nicht auf die Ausfiihrungsbeispiele einschran- 
ken. 



Patentanspriiche 

I. Anordnung zuroptischen Abtastung eines Objekts, 
insbesondere in der vorzugsweise konfokalen Lasers- 
can-Mikroskopie, wobei ira Belcuchtungs/Detektions- 



65 



strahlcngang (1, 2) eine Linse oder ein Objektiv (3) und 
mindestens ein Scanspiegel (4) angeordnet sind da* 
durch gekennzcichnet, dass dcr Spiegel (4) mit einer 
zur Abtastflache des Objekts zumindest weitgehend or- 
thogonalen Drchachse (5) drcht b*w. schwenkt. 

2. Anordnung nach Anspruch I, dadurch gekennzcich- 
net, dass die Drchachse (5) dcs Spiegels (4) zumindest 
weitgehend mit der optischen Achse dcr Linse oder des 
Objektivs (3) zusammenfallt. 

3. Anordnung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Drchachse (5) des Spiegels (4) zumindest 
weitgehend parallel zu der optischen Achsc dcr Linse 
oder des Objektivs (3) ist. 

4. Anordnung nach eincm der Anspriiche 1 bis 3. da- 
durch gekennzcichnet, dass im Belcuchtungsstrahlen- 
gang dcr Linse oder dem Objektiv (3) der Spiegel (4) 
nachgeordnet ist. 

5. Anordnung nach eincm der Anspriiche I bis 3, da- 
durch gekennzcichnet, dass im Beleuchtungsstrahlen- 
g:mg dcr I -in.se inter item Objeuiv (3) tnindestens zwei 
Spiegel (4, 8) nachgeordnet sind. 

6. Anordnung nach Anspruch 5, dadurch gekennzcich- 
net. dass die beiden Spiegel (4, 8) von eincr gemcinsa- 
men Halterung (9) gehalten sind. 

7. Anordnung nach eincm der Anspriiche I bis 3, da- 
durch gekennzcichnet, dass im Beleuchtungsstrahlen- 
gang den beiden Spiegeln (4, 8) die Linse oder das Ob- 
jektiv (3) nachgeordnet ist. 

8. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Linse oder das Objek- 
tiv (3) zwischen den beiden Spiegeln (4, 8) angeordnet 
ist. 

9. Anordnung nach Anspruch 7 oder 8, dadurch ge- 
kennzcichnet, dass die beiden Spiegel (4, 8) und die 
Linse oder das Objektiv (3) von einer gemeinsamen 
Halterung (9) gehalten sind. 

10. Anordnung nach Anspruch 6 oder 9, dadurch ge- 
kennzcichnet. dass die Halterung (9) mit einer zur Ab- 
tastflache des Objekts zumindest weitgehend orthogo- 
nalcn Drchachse (5) drcht bzw. schwenkt. 

U. Anordnung nach Anspruch 6 oder 9. dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Drehachsc der Halterung (9) zu- 
mindest weitgehend parallel zur optischen Achse (7) 
des Abbildungsstrahlengangs vordcr Halterung (9) an- 
geordnet ist. 

12. Anordnung nach einem der Anspriiche 6 bis 11, 
dadurch gekennzcichnet, dass die Halterung (9) aus 
Material geringer Masse/Dichte angefertigt ist. 

13. Anordnung nach einem der Anspriiche 5 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, dass die beiden Spiegel (4, 8) 
parallel zueinander angeordnet sind. 

14. Anordnung nach eincm der Anspriiche 5 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, dass die beiden Spiegel (4, 8) 
nicht parallel zueinander angeordnet sind. 

15. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, dass die opusche Achse des 
Beleuch cungsstrahlengangs vor der Scanningeinheit ei- 
nen Winkel zur Drehachse (5) der Scanningeinheit auf- 
weist, der von 0 Grad verschieden ist. 

16. Anordnung nach eincm der Anspriiche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, dass vorzugsweise durch ent- 
sprechende Anordnung mindestens eines Spiegels der 
Einfailswinkel zwischen der optischen Achse des 
Strahlengangs und der Abtastflache des Objekts von 
0 Grad verschieden ist. 

17. Anordnung nach Anspruch 15 oder 16, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Winkel grbBer als 0 und klei- 
ner als 20 Grad ist. 
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18. Anordnung nach Anspruch 15 oder 16, dadurch 
gekcnnzeichnet, dass der Winkel dem Brewster- Win- 
kel entspricht. 

19. Anordnung nach einem Anspriiche 1 bis 18, da- 
durch gekcnnzeichnet, dass eine Transportvorrichtung S 
den/die Objekttrager (6) entlang einer Richtung (11) 
bewegt. 

20. Anordnung nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Transportvorrichtung eine axiale Po- 
sitionierungsgenauigkeit des Objekttragers (6) von to 
10 um aufweist. 

21. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, dass ein bzw. mehrere Licht- 
strahlen zur Beleuchtung dienen. 

22. Anordnung nach einem der Anspriiche I bis 21, 15 
dadurch gekennzeichnet, dass ein bzw. mehrere Licht- 
strahlen zur Detektion dienen. 

23.. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet, dass als Lichtquelle mehrere 
Laser gleichzcitig dienen. 20 

24. Anordnung nach Anspruch 23, dadurch gekenn- 
zeichnet. dass der/die Laser auch jeweils vcrschiedene 
Wcllenliingen emittieren. 

25. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, dass als zur Detektion mch- 25 
rere Detcktoren gleichzeitig verwendet werden. 

26. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet. dass zur Beicuchtung der zu 
scannenden Objekte nur ein Tcil der Objcktivapertur 
genutzt wird. 30 

27. Anordnung nach Anspruch 26. dadurch gekenn- 
zeichnet. dass zur Beleuchtung der zu scannenden Ob- 
jekte das Anregungslicht uber einen Spiegel (12) ein- 
gekoppett wird. 

28. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 27, 35 
dadurch gekcnnzeichnet, dass der Hauptrcflcx des An- 
regungslichts Uber einen Spiegel (13) zu einem Fokus- 
positionsdetektor (14, 15) gelcitet wird. 

29. Anordnung nach Anspruch 28, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Fokuspositionsdctektor aus einer 40 
zwei- oder viergeteilten Photodiode bestehl. 

30. Anordnung nach Anspruch 28 oder 29, dadurch 
gekennzeichnet, dass mil Hilfe derDaten des Fokuspo- 
sitionsdetektors eine Auto-Fokussierung des Objekttra- 
gers durchruhrbar ist. 45 

31. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 30. 
dadurch gekennzeichnet, dass der Beieuchtungsdurch- 
messer des Laserstrahls bzw. der Laserstrahlcn in der 
Objektebene einen Durchraesser aufweist, der groBer 
als 1 um und kleiner als 300 um ist. 50 



Hierzu 11 Seite(n) Zeichnungen 
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